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Abstrak— Kadmium adalah salah satu logam berat yang 
beracun walaupun dalam konsentrasi yang rendah. Beberapa 
bakteri genus Azotobacter resisten terhadap logam kadmium. 
Tujuan dari penelitian ini adalah mendapatkan genus Azotobacter 
yang resisten terhadap CdCl2. Uji resistensi menggunakan 
medium Nutrient Agar (NA) yang mengandung CdCl2 10-50 
mg/L. Uji viabilitas Azotobacter dilakukan pada 3 isolat yang 
dipilih dari uji resistensi. Isolat tersebut dikategorikan lebih 
resisten dari isolat yang lain. Uji viabilitas dilakukan pada 
medium Nutrient Broth (NB) yang mengandung CdCl2 10, 20, dan 
30 mg/L. Kepadatan sel diukur dengan Spektrofotometer UV-Vis 
pada panjang gelombang 600 nm selama 24 jam. Hasil penelitian 
menunjukkan isolat Azotobacter A1a, A1b, A2, A3, A5, A6, A7, 
A8, A9, A10 resisten pada medium Nutrient Agar (NA) yang 
mengandung CdCl2 sampai dengan konsentrasi 50 mg/L. Kurva 
pertumbuhan isolat Azotobacter yang tercekam CdCl2 relatif lebih 
rendah dibandingkan isolat Azotobacter yang tidak tercekam 
CdCl.  
 
Kata Kunci— Azotobacter, kadmium, konsentrasi, resistensi. 
I. PENDAHULUAN 
ADMIUM (Cd) merupakan logam berat yang dapat 
ditemukan pada lingkungan dan  memiliki efek toksik 
yang tinggi, walaupun pada konsentrasi yang rendah 
[1]. Kontaminan Cd pada lahan pertanian berasal dari pupuk 
fosfat berbahan dasar batuan fosfat yang mengandung Cd [2].  
Sedangkan kontribusi logam berat Cd di perairan berasal dari 
limbah industri, di antaranya industri bahan bangunan, 
pertambangan, dan industri logam [3]. Menurut [4], Cd 
memiliki efek toksik yang tinggi dan memiliki waktu paruh 
yang panjang di dalam tubuh organisme. Cd juga dapat 
bersifat karsinogenik pada manusia, menyebabkan kanker 
paru-paru, prostat, pankreas, dan ginjal [5]. Selain itu, Cd 
dapat mengganggu proses metabolisme, menghambat 
pembentukan asam nukleat, dan sintesis protein. Beberapa 
penelitian tentang efek paparan logam berat Cd pada hewan 
telah banyak dilaporkan dapat memicu kematian sel [6], 
menghambat pengambilan nutrisi, serta menghambat aktivitas 
enzim, termasuk sistem antioksidan organisme hidup [7]. 
Beberapa bakteri resisten terhadap logam Cd dan bahkan 
dapat dijadikan sebagai agen pereduksi konsentrasi Cd pada 
lingkungan yang tercemar logam berat. Bakteri resisten 
kadmium biasanya memiliki gen resisten kadmium yang 
disebut gen cad-operon [8]. Bakteri Gram positif resisten Cd
2+
 
mempunyai jalur masuk logam Cd
2+
 melalui Mn Transport, 
pada bakteri Gram negatif menggunakan Metal Ion Transport 
(MIT) atau Mn uptake System [9].  
Bakteri yang telah diteliti dan mampu mengurangi 
konsentrasi Cd adalah Bacillus anthracis PS2010 [10]. Salah 
satu mikroorganisme yang banyak diteliti dan resisten terhadap 
logam berat adalah Azotobacter. Berdasarkan penelitian [11], 
genus Azotobacter yang diisolasi dari hilir sungai Kali Mas 
resisten terhadap logam berat Cu. Menurut penelitian [14], 
isolat Azotobacter A1a, A5, dan A9 yang diisolasi dari lahan 
Eco Urban Farming ITS resisten terhadap HgCl2 sampai 
dengan konsentrasi 5 mg/L.  
Penelitian mengenai isolat diatas baik Azotobacter 
yang diisolasi dari hilir Kali Mas maupun dari lahan Eco 
Urban Farming ITS telah diketahui resistensinya dan mampu 
me-removal HgCl2, namun isolat tersebut belum diketahui 
resistensinya terhadap CdCl2. 
II. METODOLOGI 
A. Waktu dan Tempat Penelitian 
Penelitian dilakukan pada bulan Desember 2014 hingga 
bulan Februari 2015 di Laboratorium Mikrobiologi dan 
Bioteknologi Jurusan Biologi FMIPA-ITS.  
B. Uji Resistensi Azotobacter Terhadap CdCl2 
Uji resistensi dilakukan dengan menumbuhkan isolat 
Azotobacter pada medium Nurient Agar (NA) yang 
mengandung CdCl2 dan sampai dengan konsentrasi yang dapat 
ditoleransi isolat. Satu ose isolat diinokulasikan secara aseptis 
dengan metode streak slant pada medium miring NA-CdCl2 
dengan konsentrasi 10 mg/L CdCl2 selanjutnya diinkubasi 
selama 24 jam pada suhu ruang. Isolat yang tumbuh 
merupakan isolat yang resisten terhadap CdCl2.  
 
C. Uji Viabilitas Isolat Azotobacter yang Tercekam CdCl2 
Satu ose isolat secara aseptis diinokulasikan pada 20 ml 
medium Nutrient Broth (NB), dihomogenkan dan diinkubasi 
dengan rotary shaker berkecepatan 100 rpm dalam suhu ruang 
selama 24 jam.  
Kultur isolat yang telah diinkubasi selama 24 jam 
ditambahkan ke dalam 180 ml medium NB steril tanpa CdCl2, 
diinkubasi kembali dengan rotary shaker 100 rpm pada suhu 
ruang. Pada jam ke-0 dilakukan pengukuran kepadatan sel 
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(Optical Density) menggunakan Spectrophotometer Spectronic 
GENEYSS 20® (λ = 600 nm). Pengukuran OD dilakukan 
selama 24 jam dengan interval waktu 1 jam. Pengukuran OD 
juga dilakukan pada CdCl2 dengan konsentrasi sesuai range 
finding test (x1, x2, dan x3 mg/L).  
III. HASIL DAN PEMBAHASAN 
A. Uji Resistensi Azotobacter Terhadap CdCl2  
Semua isolat Azotobacter resisten pada medium Nutrient 
Agar (NA) yang mengandung CdCl2. Pada konsentrasi 40 
mg/L CdCl2, tiga isolat (Azotobacter A1a, A1b, dan A10) 
tumbuh sangat baik. Empat isolat (Azotobacter A3, A6, A7, 
dan A9) tumbuh baik. Dua isolat (Azotobacter A2 dan A5) 
tumbuh kurang baik, serta satu isolat (Azotobacter A8) tidak 
tumbuh (Tabel 1 dan Gambar 1).  
 
Tabel 1. Resistensi Azotobacter Terhadap CdCl2 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar. 1.  Hasil Resistensi Isolat Azotobacter terhadap CdCl2 
 
  Beberapa spesies dari genus Azotobacter dapat resisten 
terhadap beberapa logam berat seperti Hg
2+
, Cd
2+
, Cu
2+
, Cr
3+
, 
Co
2+
, Ni
2+
, Zn 
2+
, dan Pb
2+ 
[12]. Azotobacter yang diisolasi 
dari tanah tercemar logam berat dapat hidup dan mengurangi 
konsentrasi logam berat Cd di lingkungan sebesar 20 mg/L 
[13]. Berdasarkan penelitian [11], isolat Azotobacter S8 yang 
diisolasi dari hilir sungai Kali Mas sangat resisten terhadap 
kadmium CdCl2 sampai pada konsentrasi 50 mg/L. Sedangkan 
pada penelitian [14], isolat Azotobacter yang diisolasi dari Eco 
Urban Farming ITS resisten terhadap logam merkuri HgCl2 
dengan konsentrasi sebesar 5 mg/L. Penelitian sebelumnya 
menunjukkan bahwa genus Azotobacter yang diisolasi dari 
Eco Urban Farming ITS merupakan salah satu genus bakteri 
yang resisten terhadap logam berat.  
 Bakteri dikatakan resisten terhadap logam kadmium apabila 
bakteri tersebut dapat bertahan pada lingkungan yang tercemar 
kadmium dengan konsentrasi diatas 1 mg/L karena pada 
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konsentrasi tersebut, kadmium dapat menyebabkan tingkat 
pertumbuhan berkurang, fase lag yang panjang, densitas sel 
yang lebih rendah, dan bahkan dapat menyebabkan kematian 
bakteri [15].  
 Resistensi bakteri terhadap Cd dapat disandi oleh suatu gen 
yaitu gen cad-operon [8]. Bakteri mampu menurunkan 
akumulasi logam berat di sel melalui sistem pompa efluks yang 
didorong oleh protein resistensi, P-type ATPases, fasilitator 
difusi kation dan protein Porter [16]. Bakteri resisten Cd pada 
bakteri Gram negatif menggunakan Metal Ion Transport 
(MIT) atau Mn uptake system [9]. Pada bakteri Gram negatif, 
efluks ion Cd
2+
 memerlukan protein CzcA, CzcB, dan CzcC 
dan diregulasi oleh CzcD [17]. 
 Menurut [18], bakteri, alga, dan jamur dapat menghasilkan 
polisakarida ekstraseluler atau exopolysaccharides (EPS) 
sebagai agen aktif pada permukaan dinding sel untuk 
mengkelat logam berat. EPS merupakan polimer dari gula 
pereduksi dengan berat molekul tinggi yang disekresikan oleh 
mikroorganisme ke lingkungan eksternalnya. EPS umumnya 
terdiri dari monosakarida dan beberapa substituen non-
karbohidrat seperti asetat, piruvat, suksinat, dan fosfat [19] 
juga biomolekul seperti protein, asam nukleat, dan lipid. 
Adsorpsi logam berat dengan EPS adalah proses interaksi 
antara kation logam dan muatan negatif dari gugus fungsional 
asam EPS [18]. Azotobacter merupakan genus bakteri yang 
memproduksi lapisan exopolysaccharides yang mampu 
melindungi sel dari kontaminan logam berat di lingkungan 
[12]. 
 Isolat Azotobacter menunjukkan tingkat resistensi yang 
berbeda-beda. Perbedaan tingkat resistensi terhadap kadmium 
CdCl2 dapat disebabkan oleh produksi EPS pada setiap spesies 
yang berbeda [20]. 
 
B. Uji Viabilitas Isolat Azotobacter yang Tercekam CdCl2 
Pertumbuhan isolat Azotobacter pada medium tanpa logam 
CdCl2 (kontrol) dengan isolat Azotobacter yang tumbuh pada 
medium yang mengandung logam CdCl2 dengan konsentrasi 
10 mg/L, 20 mg/L, dan 30 mg/L terjadi perbedaan yang 
menyolok. Ketiga isolat Azotobacter pada medium tanpa 
logam menunjukkan pertumbuhan lebih baik, hal ini 
ditunjukkan dengan nilai OD yang lebih tinggi daripada ketiga 
isolat Azotobacter yang tercekam logam CdCl2. Kemampuan 
setiap isolat untuk tumbuh di beberapa konsentrasi CdCl2 tidak 
sama. Pertumbuhan isolat Azotobacter A1a memiliki 
kemampuan tumbuh lebih baik pada medium yang 
mengandung CdCl2 10 mg/L dibandingkan pada medium yang 
mengandung CdCl2 20 dan 30 mg/L (Gambar 2). Isolat 
Azotobacter memiliki daya hidup di semua medium yang 
mengandung CdCl2 10, 20, dan 30 mg/L walaupun nilai OD 
yang kecil tetapi masih terlihat adanya penambahan nilai OD.   
Pola pertumbuhan pada Azotobacter A1a, A3, dan A9 
memasuki fase lag terlebih dahulu. Fase lag merupakan fase 
adaptasi yang diperlukan untuk sel bakteri pada kondisi 
lingkungan baru [21]. Selama fase lag terjadi proses perbaikan 
kerusakan makromolekul yang terakumulasi selama fase 
stationer dan peningkatan sintesis komponen seluler seperti 
RNA yang diperlukan untuk pertumbuhan. Selama fase lag, 
jumlah ribosom per sel akan meningkat demikian juga dengan 
proses translasi protein [22].   
 Isolat Azotobacter A3 dan A9 membutuhkan fase lag 
atau fase adaptasi lebih panjang daripada Azotobacter A1. 
Menurut [23], hal ini dapat terjadi karena medium 
mengandung logam CdCl2 yang dapat menyebabkan fase lag 
menjadi lebih panjang, densitas sel yang lebih rendah, dan 
bahkan dapat menyebabkan kematian bakteri. Sedangkan 
menurut [21], ada tidaknya fase lag pada kurva pertumbuhan 
bakteri dipengaruhi oleh waktu inokulasi dan usia inokulum. 
Apabila inokulum diinokulasikan pada medium baru yang 
sama pada saat fase eksponensial, maka pertumbuhan bakteri 
langsung melanjutkan fase eksponensial tanpa melalui fase lag 
lagi.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar. 2. Kurva Pertumbuhan Azotobacter A1a, A3, dan A9 yang 
Tercekam CdCl2.  
 
 Sedangkan apabila inokulum diinokulasikan ke medium 
baru pada saat memasuki fase kematian, maka pertumbuhan 
bakteri akan mengalami fase lag terlebih dahulu sebelum ke 
fase eksponensial. Isolat akan memasuki fase eksponensial 
setelah fase lag terlewati. 
 Isolat Azotobacter A1a mulai memasuki fase eksponensial 
pada jam ke-3 sampai dengan jam ke-14. Azotobacter A1a 
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yang tercekam CdCl2 10 mg/L menunjukkan pertumbuhan 
yang lebih signifikan daripada isolat A1a yang tercekam CdCl2 
20 mg/l dan 30 mg/L. Azotobacter A3 mulai memasuki fase 
eksponensial pada jam ke-4 sampai dengan jam ke-18, 
sedangkan Azotobacter A9 memasuki fase eksponensial pada 
jam ke-4 sampai dengan jam ke-16. Namun, untuk Azotobacter 
A9 yang tercekam logam CdCl2 30 mg/L mulai memasuki fase 
eksponensial pada jam ke-8 sampai dengan jam ke-18 dan 
kurva pertumbuhannya menunjukkan pertumbuhan yang lemah 
karena medium mengandung logam CdCl2 dengan konsentrasi 
tinggi yang dapat menghambat pertumbuhan isolat tersebut. 
Isolat Azotobacter A9 mengalami pertumbuhan yang lebih 
stabil dan lebih resisten terhadap medium yang mengandung 
CdCl2 mulai dari konsentrasi 10 mg/L, 20 mg/L, dan 30 mg/L 
daripada isolat A1a dan A3, karena nilai OD pada fase 
eksponensial mencapai hampir 0,400.  
 Resistensi bakteri Gram negatif terhadap Cd dikarenakan 
adanya czc operon yang terdapat dalam plasmid bakteri. Czc 
operon terdiri dari tiga strukturan gen yaitu czcC, czcB, dan 
czcA yang menghasilkan kompleks kation dengan efflux pump 
[24]. Tingkat resistensi bakteri terhadap Cd ditentukan oleh 
tingkat ekspresi dari czc operon, sehingga semakin tinggi 
ekspresi czc operon maka tingkat resistensi bakteri juga 
semakin tinggi. Sedangkan berdasarkan [20], paparan CdCl2 
dalam konsentrasi tinggi menyebabkan peningkatan produksi 
EPS untuk adsorpsi Cd
2+
 supaya tidak memasuki proses 
fisiologis bakteri. Berdasarkan [25] membuktikan bahwa EPS 
pada Azotobacter sp. strain AC2 dapat mengadsorpsi logam 
berat Zn
2+
 yang memiliki struktur kimia mirip dengan Cd
2+
. 
 Pada fase stationer terjadi penurunan jumlah sel pada 
populasi, jumlah sel yang tumbuh sama dengan jumlah sel 
yang mati. Hal ini disebabkan karena berkurangnya nutrisi 
dalam medium dan kemungkinan bakteri juga tercekam logam 
berat CdCl2.  
 Logam berat dengan konsentrasi tinggi beracun bagi 
mikroorganisme, dapat mengganggu membran sel, 
mengganggu reaksi enzimatik dan pembentukan protein, serta 
DNA [12]. Sedangkan fase kematian adalah fase dimana sel-
sel bakteri mengalami kematian yang disebabkan karena 
nutrisi dalam medium habis. Pada gambar 4.2 fase kematian 
terlihat setelah memasuki jam ke- 22 pada semua isolat. 
 Kurva pertumbuhan Azotobacter A1a, A3, dan A9 yang 
tercekam logam pada medium Nutrient Broth (NB)-CdCl2 
berbeda dengan hasil resistensi Azotobacter A1a, A3, dan A9 
dengan medium NA- CdCl2. Uji resistensi dengan medium 
menunjukkan Azotobacter A1a, A3, dan A9 sangat resisten 
terhadap CdCl2 30 mg/L yang ditandai dengan pertumbuhan 
isolat yang baik. Perbedaan tipe medium dari medium padat ke 
medium cair juga dapat mempengaruhi pertumbuhan dan 
viabilitas bakteri meskipun nutrisi dalam medium yang 
digunakan adalah sama. Pada medium padat, pertumbuhan 
bakteri melekat pada permukaan medium (attached growth), 
sedangkan pada medium cair tipe pertumbuhannya menyerupai 
suspensi terlarut (suspensed growth) [26]. Bakteri dalam 
keadaan tersuspensi akan tumbuh merata di semua bagian 
medium baik di permukaan, di kolom air, atau di dasar [27]. 
IV. KESIMPULAN/RINGKASAN 
Sepuluh isolat Azotobacter yang diisolasi dari lahan Eco 
Urban Farming ITS resisten terhadap CdCl2. Isolat yang 
resistensinya sangat baik pada medium Nutrient Agar (NA) 
yang mengandung sampai dengan 40 mg/L adalah isolat 
Azotobacter A1a, A1b, dan A10. Kurva pertumbuhan isolat 
Azotobacter yang tercekam CdCl2 relatif lebih rendah 
dibandingkan kontrol. 
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